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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
NM   Nanomateriali 
ND   Nanodelci 
ACh   Acetilholin 
AChE   Acetilholinesteraza 
AChCl  Acetiltioholinklorid 
K-P pufer  Kalij-fosfatni pufer 
PBS   Fosfatni pufer s soljo (ang. Phosphate-buffered saline) 
BSA   Goveji serumski albumin (ang. Bovine serum albumin) 
FBS    Fetalni serum goveda (ang. Fetal bovine serum) 
ROS   Reaktivne kisikove spojine (ang. Reactive oxygen species) 
c/mL   Celic na mililiter 
MQ voda Milli-Q voda 
dH2O   Destilirana voda 
SD   Standardni odklon 
FDA  Uprava ZDA za hrano in zdravila (ang. Food and Drugs Administration)  
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Adsorpcija – sposobnost snovi v trdnem stanju, da na svojo površino privlačijo molekule 
s katerimi so v stiku (vir: https://www.britannica.com/) 
Agregacija – nepovratni proces nastajanja skupkov, zaradi povezovanja nanodelcev z 
močnimi vezmi (vir: Zook in sod., 2010) 
Aglomeracija – povratni proces nastajanja skupkov, zaradi povezovanja nanodelcev s 
šibkimi vezmi (vir: Zook in sod., 2010) 
(Bio)Korona – plast ali oblak molekul na površini nanodelca, ki nastane ob stiku 
nanomaterialov z (biološkim) medijem (vir: Sopotnik in sod., 2015) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Ob stiku nanomaterialov (NM) z biološkim medijem, se površina delca zaradi adsorpcije 
nemudoma obda z molekulami iz okolja (Lara in sod., 2017). NM se obda s proteini, 
lipidi, nukleinskimi kislinami in polisaharidi, ki tvorijo biomolekulsko korono (Yun in 
sod., 2019). Ko NM pride v kri se na površino nemudoma adsorbirajo plazemski proteini 
in oblikujejo korono (Lee, 2020; Sopotnik in sod., 2015). Za razumevanje vzajemnega 
delovanja med NM in biološkimi sistemi ali uporabo NM v medicini je pomembno 
poznavanje zgradbe in dinamike proteinske korone. Nespecifična in naključna vezava 
proteinov na NM v krvi določa vzajemno delovanje med celico in NM (Sopotnik in sod., 
2015). Proteinska korona s spremembo površinskih lastnosti NM vpliva na trajanje 
kroženja, citotoksičnost, porazdelitev po telesu in endocitozo v specifične celice (Lee, 
2020). Korona lahko nastane ob stiku NM z biološkim medijem ali pa jo naredimo sami 
z inkubacijo NM npr. z govejim serumom albumin. Ob izpostavitvi NM krvni plazmi je 
proteinska korona pretežno iz albumina, po daljši inkubaciji pa se vežejo proteini z večjo 
afiniteto in počasnejšo kinetiko vezave (Sopotnik in sod., 2015). 
Acetilholinesteraza (AChE) se nahaja v nevronih, limfocitih, makrofagih, dendritičnih 
celicah, maščobnih celicah, endotelnih celicah in epitelnih celicah (Reale in sod., 2018). 
Encim v holinergičnih sinapsah omogoča transmisijo signalov z razgradnjo 
nevrotransmitorja acetilholina (ACh), medtem ko so njegove druge naloge še celična 
signalizacija (Wessler in Kirkpatrick, 2008), diferenciacija, proliferacija, prerazporeditev 
citoskeleta, polarizacija, pritrditev in premiki celic (Pickett, 2016). Proteini absorbirani 
na NM lahko izgubijo prvotno strukturo. Spremembe v sekundarni in terciarni strukturi 
proteina so odvisne od strukture proteina ter velikosti, ukrivljenosti površine in 
površinskega naboja NM. Posledica strukturnih sprememb proteinov je izguba njihove 
funkcije. AChE se absorbira na površino NM, to pa povzroči izgubo funkcije encima 
zaradi strukturnih sprememb. Zaradi možnost merjenja aktivnosti encima AChE po 
izpostavitvi NM je encim dober kandidat za preučevanje biološke reaktivnosti NM 
(Sopotnik in sod., 2015). 
1.2 NAMEN DELA 
Glavni namen magistrske naloge je bil preveriti kakšen vpliv ima proteinska korona 
izbranih NM na aktivnost encima AChE v izpostavljenih celicah v celični kulturi.  
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1.3 HIPOTEZE 
I. Izbrani nanomateriali imajo vpliv na aktivnost acetilholinesteraze v izpostavljenih 
celicah in vitro in ta vpliv je odvisen od koncentracije nanomaterialov. 
 
II. Vpliv izbranih nanomaterialiov na aktivnost acetilholinesteraze v izpostavljenih 
celicah je odvisen od tipa proteinske korone nanomaterialov.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NANOMATERIALI 
Definicije NM se razlikujejo glede na področje uporabe. NM so iz snovi z različno 
velikostjo, obliko in sestavo. Po priporočilih iz leta 2011 NM lahko nastanejo kot produkt 
industrijskih procesov, naravnih procesov ali jih izdela človek. Vsebujejo nepovezane 
delce, agregate ali aglomerate. Prav tako mora imeti 50 % ali več delcev v vzorcu eno ali 
več dimenzij v velikosti 1-100 nm, da delce opredelimo kot nanodelce (ND) (Miernicki 
in sod., 2019). 
NM lahko nastanejo kot stranski produkti industrijskih procesov (izpušni plini, varjenje, 
izgorevanje) ali naravnih procesov (gozdni požari, vulkanski izbruhi), lahko pa jih 
proizvede človek s točno določenimi lastnostmi za nadaljnjo uporabo v kozmetiki, 
medicini in prehrani (Jeevanandam in sod., 2018). V uporabi so NM že stoletja, kot 
minerali, glina in produkti bakterij (Gupta in Xie, 2018). Zaradi majhnosti, je njihova 
površina glede na volumen velika. Z večanjem površine, se veča površinska aktivnost 
NM, ki vpliva na hitrost kemičnih reakcij in učinkovitost mnogih procesov. Glede na 
njihovo obliko, so NM lahko nič dimenzionalni (skupki, krogle), eno dimenzionalni 
(nanožice, nanopalice), dvo dimenzionalni (nanofilmi) ali tri dimenzionalni (nanodelci). 
Primeri nanostruktur so palice, žice, cevke, vlakna, delci, kvantne pike in votle krogle. 
Nanodelci (ND) niso le preproste molekule, ampak so sestavljeni iz treh plasti 
(površinska plast, skelet in jedro) (Kargozar in Mozafari, 2018). 
Zaradi izjemnih lastnosti so NM vzbudili veliko zanimanje raziskovalcev (Khan in sod., 
2019) na področjih energetike, elektronike, prehrane, agrikulture, kozmetike in zdravstva 
(Kargozar in Mozafari, 2018).  
V vsakdanji uporabi, se NM uporabljajo pri čiščenju odpadnih vod, za povečanje 
donosnosti in kakovosti poljščin, za tarčno dostavo zdravil ter v številnih kozmetičnih in 
prehranskih izdelkih. Prav tako imajo pomembno vlogo pri odstranjevanju onesnažil iz 
okolja, saj povečajo učinkovitost mikrobnega privzema onesnažil iz okolja (Kumar in 
sod., 2018). 
Izziv za toksikologijo je prepoznava ključnih dejavnikov, ki jih bi lahko uporabili za 
predvidevanje kvarnega učinka (Winkler in sod., 2014). Raziskave vzajemnega delovanja 
med NM in biološkimi molekulami, celicami, organi in tkivi so pokazale, da povzročajo 
kvarne učinke zaradi sproženih mehanizmov oksidativnega stresa, vnetnih reakcij, 
poškodb mitohondrijev in imunskega odziva (Xiaoli in Longquan, 2018).  
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2.1.1  Privzem nanomaterialov v celico 
Privzem NM v celico je odvisen od biomolekulske korone. Privzem NM s predhodno 
oblikovano korono v celico je manjši, kot privzem ND brez predhodno oblikovane 
korone. NM v mediju brez seruma imajo več proste energije, zato je vzajemno delovanje 
med NM in celično membrano močnejše (Lesniak in sod., 2012). V primeru Ag ND s 
proteinsko korono iz govejega serumskega albumina (BSA), pa je korona spremenila 
površinski naboj ND in povečala njihov privzem v celico z receptorsko endocitozo (Zhao 
in sod., 2011).  
NM v celice vstopijo z endocitozo po različnih poteh. Vstop v celico lahko poteka s 
fagocitozo, makropinocitozo, s klatrinom posredovano ali receptorsko endocitozo, 
kaveolarno odvisno endocitozo ter kaveolarno in klatrinsko neodvisno endocitozo. NM 
se ob stiku s celico obdajo s celično membrano in se v celici nahajajo v veziklih, ki jih 
imenujemo fagosomi, pinosomi ali endosomi. Vsaka vrsta NM ima prednostno določen 
vstop v celico. Pinocitoza je pomemben mehanizem za privzem NM s pozitivnim 
nabojem na površini, medtem ko NM z negativnim nabojem na površini vstopajo s 
klartinsko in kaveolarno endocitozo. Velikost in oblika NM sta prevladujoči lastnosti, ki 
določata vrsto privzema NM v celico (Zhao in sod., 2011). Po vstopu NM v celico, jih 
večina konča v lizosomih (Lesniak in sod., 2012), ki vsebujejo različne hidrolitične 
encime za razgradnjo ND (Zhao in sod., 2011). 
2.2 BIOMOLEKULSKA KORONA 
Ob stiku NM z biološkim medijem, se ta v trenutku obda z biomolekulsko korono 
(Sopotnik in sod., 2015). Korona je sestavljena iz proteinov, lipidov, nukleinskih kislin 
in polisaharidov (Yun in sod., 2019). ND so v okolju ves čas v stiku z biološkimi 
molekulami in adsorpcijski procesi vodijo do površinskega urejanja biomolekul v 
strukture na površini ND (Lara in sod., 2017). Zaradi adsorpcije biomolekul pride do 
sprememb fizikalno-kemijskih lastnosti NM, kot so velikost, površinski naboj. NM 
dobijo novo biološko identiteto (Nguyen in Lee, 2017), ki določa fiziološki odziv, 
privzem v celico, življenjsko dobo kroženja, signalizacijo, transport, nalaganje in 
strupenost (Rahman in sod., 2013). Adsorpcija biomolekul lahko vpliva tudi na vzajemno 
delovanje med NM, kar vodi v aglomeracijo in agregacijo ali disperzijo (Givens in sod., 
2019).  
Na površino se zaradi adsorpcije najpogosteje vežejo proteini (Givens in sod., 2019). Pri 
preučevanju korone se osredotočamo predvsem na proteinsko korono, ki nastane ob stiku 
NM s krvno plazmo (Yun in sod., 2019). V zadnjem desetletju imajo študije adsorpcije 
proteinov cilj karakterizacije proteinskih slojev z masno spektrometrijo. Velika večina 
dosedanjih raziskav proteinske korone je bila opravljena ex vivo z uporabo krvne plazme 
(Hadjidemetriou in Kostarelos, 2017).  
5 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
2.2.1 Proteinska korona 
Nastanek proteinske korone je dinamičen proces odvisen od lastnosti NM in okolijskih 
dejavnikov, kot so temperatura, pH, čas izpostavitve, strižne sile (Nguyen in Lee, 2017).  
Površinski naboj, adsorpcijski potencial, velikost delca in oblika so glavne lastnosti NM, 
ki vplivajo na vezavo specifičnih proteinov. Vezava proteinov na NM je odvisna od 
oblike, velikosti, naboja in koncentracije proteinov. Proteini so specifični glede na 
biološki medij v katerem se nahajajo in pri prehodu NM iz enega biološkega medija v 
drugega lahko pride do zamenjave proteinov korone. Proteinska korona je odgovorna za 
razporeditev, kompatibilnost in usodo NM znotraj organizma (Sopotnik in sod., 2015). 
Najprej se na NM vežejo proteini, ki so v mediju prisotni v višjih koncentracijah, čez čas 
pa jih postopoma nadomestijo proteini z večjo afiniteto vezave (Vromanov efekt) (Slika 
1) (Nguyen in Lee, 2017). Skupna količina adsorbiranih proteinov ostaja ves čas stabilna 
(Westmeier in sod., 2015). 
 
Glavni proteini v krvni plazmi so albumini, imunoglobulini (IgG), fibrinogeni, 
apolipoproteini (Lee, 2020). Za preučevanje proteinske adsorpcije se največkrat uporablja 
enotna proteinska raztopina BSA (Givens in sod., 2019), lahko uporabimo tudi 
fibronektin, IgG ali biološke tekočine, kot so plazma, fetalni serum goveda (FBS) in 
cerebrospinalna tekočina, ki vsebujejo več različnih proteinov (Nguyen in Lee, 2017). 
Struktura proteinske korone je pomembna za razumevanje vzajemnega delovanja med 
NM in biološkimi sistemi ter ima glavno vlogo pri tarčni dostavi zdravil (Mahon in sod., 
2012). Z vezavo proteinov na ND pogosto pride do sprememb sekundarnih in terciarnih  
Slika 1: Prikaz nastanka trde in mehke korone ter zamenjava adsorbiranih proteinov čez čas (slika je 
prilagojena po Nguyen in Lee, 2017). 
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struktur proteinov. Večina raziskav je pokazala, da pri absorpciji na ND pride do izgube 
α-vijačnice, znatno pa se poveča število β-plošč (Rahman in sod., 2013). Spremembe v 
zgradbi proteinov so odvisne od strukture in velikosti proteinov ter površinske 
ukrivljenosti in naboja ND. Posledično lahko zaradi sprememb v sekundarni in terciarni 
zgradbi proteini izgubijo svojo funkcijo (Sopotnik in sod., 2015). Odvisnost med 
velikostjo ND in proteina je pomemben dejavnik za določanje struktur proteina. V 
primeru večjega ND od proteina, se proteini raztegnejo da se prilagodijo površini ND. 
Manjši ND imajo manjši vpliv na proteine, zato je manj strukturnih sprememb (Nguyen 
in Lee, 2017). Ukrivljenost površine ND pa ne vpliva samo na spremembe v zgradbi 
proteina, ampak tudi na absorpcijo proteinov na površino ND. Večja kot je ukrivljenost 
površine ND, manjša bo absorpcija proteinov na njegovo površino (Sopotnik in sod., 
2015). 
Trda korona 
Trda korona vsebuje proteine z veliko privlačnostjo do površine ND, ki so nepovratno 
vezani (Nguyen in Lee, 2017). Z opazovanjem biomolekul bližje površini ND so 
ugotovili, da so zelo stabilne tudi po več urah vezave in po izpiranju (Givens in sod., 
2019). Rahman in sodelavci (2013) predpostavljajo, da proteini trde korone medsebojno 
vplivajo na površino ND. Proteini trde korone na površini določajo, kako se ND odzovejo 
ob stiku s celico in kako jih celica prepozna. Takšno vzajemno delovanje verjetno določa 
razporeditev, tarčo in imunski odziv na ND (Lara in sod., 2017).  
Mehka korona 
Mehko korono tvorijo proteini z manjšo privlačnost vezave in so povratno vezani na 
površino ND (Nguyen in Lee, 2017). Nahaja se nad trdo korono in je sestavljena 
predvsem iz šibko vezanih ter hitro izmenjujočih biomolekul (Givens in sod., 2019). 
Proteini mehke korone komunicirajo s proteini trde korone (Rahman in sod., 2013). 
2.3 LASTNOSTI NANOMATERIALOV 
2.3.1 Titanov dioksid  
ND titanovega dioksida (TiO2) obstajajo v treh kristalnih strukturah: anatazni, rutilni in 
brokitni (Winkler in sod., 2018). Za uporabo v prehranski industriji, kozmetiki, medicini 
in agrikulturi sta pomembni rutilna in anatazna struktura (Pandey in Prajapati, 2018). 
ND TiO2 so svetli in imajo visok lomni količnik, zato so primerni za uporabo v industriji, 
ki se ukvarja z izdelavo zobnih past, farmacevtskimi izdelki, premazi, izdelavo papirja, 
plastike, živilskimi izdelki, kozmetiko in tekstilom. TiO2 ND so eni izmed petih  
7 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
najpogosteje uporabljenih NM na svetu (Waghmode in sod., 2019). Zaradi preprečevanja 
prodiranja UV žarkov v kožo so primerni za uporabo v sončnih kremah (Pandey in 
Prajapati, 2018). ND TiO2 so netopni v vodi, organskih topilih, klorovodikovi kislini in 
razredčeni žveplovi kislini. Prav tako so pri segrevanje in v okolju z nizkim pH zelo 
stabilni (Winkler in sod., 2018). 
Študije strupenosti so pokazale, da do škodljivih vplivov TiO2 ND pride zaradi nastanka 
reaktivnih kisikovih spojin (ROS). Učinki ND so močno odvisni od fizikalnih in kemičnih 
lastnosti ND. Pri nevronih celične linije PC12 je izpostavitev ND TiO2 povzročila 
apoptozo in oksidativni stres, ki  je bil odvisen od koncentracije ND. Lastnosti ND TiO2, 
ki jih povezujemo s škodljivimi učinki pa lahko izkoristimo tudi v koristne namene, kot 
je protimikrobna aktivnost fotoaktivnih ND TiO2 proti številnim mikroorganizmom 
(Skočaj in sod., 2011). 
2.3.2 Silicijev dioksid 
Silicijevi ND (SiO2) so med najbolj uporabljenimi v nanotehnološki industriji. Pojavlja 
se v amorfni in mezoporni obliki. Mezoporni SiO2 je sintetično preoblikovan silicijev 
koloid in ima potencial v biološki uporabi, kot je dostava zdravil, označevanje proteinov 
ali genov (Pandey in Prajapati, 2018). Sintetizirani amorfni SiO2 ND so zelo stabilni in 
se že več desetletij uporabljajo kot dodatki v živilski industriji. Njegova uporaba je 
razširjena v predelanih živilih, ki imajo v Evropski uniji oznako E551 (Gupta in Xie, 
2018).  
SiO2 ND se veliko uporablja v kmetijstvu, hrani in kozmetiki, kar dokazuje dejstvo da je 
bil v letu 2013 eden izmed treh najbolj proizvedenih ND na svetu (Murugadoss in sod., 
2017). Glavni namen uporabe ND SiO2 v živilski industriji je preprečevanje strjevanja 
izdelkov v prahu. ND SiO2 uporabljajo tudi kot zgoščevalce v pastah, nosilce arom, za 
bistrenje pijač in nadzor nad penjenjem (Gupta in Xie, 2018). Nedavno se je pričela 
uporaba v biomedicini, kjer ND uporabljajo za dostavo zdravil, odkrivanje raka in 
slikanje (Givens in sod, 2019).  
Amorfni silicijev dioksid je splošno sprejet kot ne toksičen in ga uprava ZDA za hrano in 
zdravila (FDA) uvršča med varne snovi (Givens in sod, 2019). Ena ključnih lastnosti 
mezopornih SiO2 ND je, da imajo veliko površino. Velika površina omogoča kovalentno 
vezavo funkcionalnih skupin, ki so podlaga za šibko vezavo zdravil. Prav tako na 
površino vežejo ligande, ki omogočijo tarčno dostavo ND do tumorjev (Vallet-Regi in 
Tamanoi, 2018).  
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2.3.3 Cinkov oksid 
Cink je zelo reaktiven element in hkrati močen reducent, kar nam olajša pripravo ZnO 
ND. ZnO ND imajo edinstvene optične, polprevodniške, prevodniške in 
piezoprevodniške lastnosti. Obstaja v dveh oblikah, to sta heksagonalni sferit in kubična 
oblika. Sferitna oblika je najpogostejša in najbolj stabilna heksagonalna struktura. 
Nanostrukture lahko imajo različne morfologije, kot so obroči, vijačnica, žice (Król in 
sod., 2017). 
ND so zelo razširjeni in se pogosto uporabljajo v industriji UV žarnic, senzorjih za plin, 
fotokatalizi, farmaciji in kozmetiki. Ena glavnih uporab ZnO ND je dostava zdravil 
(Mirzaei in Darroudi, 2017). Poznamo pa še številne druge načine uporabe v električnih 
aparatih, plastiki, cementu, keramiki, steklu, gumi, pigmentih, tekstilu ter v procesu 
razgradnje in popolni mineralizaciji polutantov zaradi fotokatalitičnih lastnosti (Pandey 
in Prajapati, 2018). 
Zaradi velikega potenciala uporabe za dostavo zdravil in pri zdravljenju raka so zelo 
dobro preučeni. Strupenost se povečuje z zmanjševanjem ND in daljšanjem časa 
izpostavitve (Pandey in Prajapati, 2018). Raziskave so pokazale citotoksični učinek ZnO 
ND na makrofage. Pri čemer je 50% smrtnost nastopila pri 24 urni izpostavitvi celic 
koncentraciji 16 µg/mL in 100% smrtnosti pri koncentraciji 25 µg/mL (Doumandji in 
sod., 2020). V telesu pride do vnetnega odziva, saj se povečala izločanje citokinov in 
kemokinov (Pandey in Prajapati, 2018). 
2.3.4 Titanov suboksid Magneli 
Titanov suboksid Magneli (TiOx) je sestavljen iz titanovih oksidov s splošno formulo 
TinO2n-1, pri kateri je n v razponu od 4 do 9. ND TiOx imajo visoko prevodnost, ki je 
primerljiva z ogljikom in so kemično stabilni v kislinah. Električna prevodnost pada z 
višanjem vrednosti n (Tang in sod., 2012). Njegova prednost pred ogljikom je ta, da je 
obstojen tudi v oksidacijskem okolju (Arif in sod., 2017). TiOx ND imajo kristalno 
strukturo, ki izvira iz rutilne strukture TiO2 s kristalografskim lomljenjem (Tang in sod., 
2012). Struktura ND TiOx se od TiO2 razlikuje po vsebnosti kisika in zato je TiOx bolj 
stabilen (Jemec Kokalj in sod., 2019). 
ND TiOx imajo velik potencial za uporabo v industriji prevodnih elementov, saj je visoko 
električno prevodnost in ni kemično aktiven v oksidativnem okolju (Jemec Kokalj in sod., 
2019). TiOx ND se uporabljajo za izdelavo elektrod v različnih elektrokemičnih procesih, 
v baterijah, gorilnih celicah, za oksidacijo organskih odpadkov v vodi ter izboljševanje 
tal (Kononenko in Drobne, 2019). Sinteza TiOx ND večinoma poteka z redukcijo rutilne 
oblike TiO2 pri visokih temperaturah med 600 ºC in 1000 ºC (Arif in sod., 2017; Jemec 
Kokalj in sod., 2019).  
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Premog je eden največjih gospodarskih virov za proizvodnjo energije in že nekaj časa je 
znano, da z izgorevanjem nastaja veliko delcev, ki povzročajo dihalne težave.  Nedavno 
so odkrili, da z izgorevanjem premoga nastajajo velike količine ND TiOx iz TiO2, ki je 
naravno prisoten v premogu (McDaniel in sod., 2019). 
2.4 ACETILHOLINESTERAZA 
Acetilholinesteraza je encim iz družine holinesteraz (Lionetto in sod., 2013) in je serinska 
proteinaza (Čolović in sod., 2013). To so specializirane ester karboksilne hidrolaze, ki 
odcepljajo estre od holina (Lionetto in sod., 2013).  
ACHE gen se nahaja na sedmem kromosomu in vsebuje šest eksonov. Trije eksoni 
kodirajo peptide, ki so skupni vsem izoformnim oblikam encima. AChE pre-mRNA 
(informacijska RNA) je dovzetna za alternativno izrezovanje, zato dobimo tri izoformne 
oblike (Zimmermann, 2013). Oblike encima so AChE-T, AChE-H in AChE-R (Grisaru 
in sod., 1999). Sinteza glikoproteinov AChE poteka na zrnatem endoplazmatskem 
retikulumu (ER), kjer se v procesu kotranslacijske glikolizacije dodajo še trije do štirje 
oligosaharidi povezani z asparaginom. V ER se proteini tudi zvijejo, nato pa se z vezikli 
transportirajo do Golgijevega aparata, kjer poteče končna izgradnja AChE (Rotundo, 
2017). Vse izoformne oblike imajo katalitično aktivnost, razlikujejo se le po C-koncih. 
AChE-T je v sinapsah nevronov zasidrana na celično membrano in na bazalno membrano 
živčno-mišičnih stikov. AChE-H je zasidrana na membrano eritrocitov. Ob izpostavitvi 
celic stresu ali spojinam z zaviralnim učinkom na AChE se poveča transkripcija AChE-
R (Pickett, 2016).  
 
  
Slika 2: Zgradba acetilholinesteraze (Rosenberry in sod., 2017) 
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Molekula AChE je elipsoidne oblike (Čolović in sod., 2013) in je sestavljena iz 10 do 15 
β-plošč obdanih s podobnim številom α-vijačnic. Aktivno mesto je razdeljeno na pet regij 
in se nahaja v ozki in globoki soteski (Rosenberry in sod., 2017). Regije so pretežno 
sestavljene iz aromatičnih aminokislin (Slika 2), vsaka izmed njih pa je odgovorna za 
pravilno delovanje encima. Glavna regija je estersko mesto, kjer se nahaja katalitična 
triada serin, histidin, glutamat. Ostale regije so še anionsko mesto, oksanionska luknja, 
acetilni žep in periferno anionsko mesto (Ochoa in sod., 2016). 
Najbolj preučena vloge AChE v celici je hidroliza živčnega prenašalca ACh v 
holinergičnih sinapsah (Čolović in sod., 2013). AChE ima tudi neencimske vloge, kot so: 
celična diferenciacija, prerazporeditev citoskeleta, celični premiki, pritrditev celic 
(Pickett, 2016) in deluje kot lokalna celična signalna molekula (Wessler in Kirkpatrick, 
2008). V celicah SH-SY5Y je AChE enakomerno razporejena po celotni citoplazmi, 
medtem ko se v celicah HeLa, LLC-MK2, THP-1 AChE nahaja predvsem v 
perinuklearnem prostoru (Thullbery in sod., 2005).  
2.4.1 Mehanizmi vpliva nanodelcev na aktivnost encima AChE 
Proteini absorbirani na površino ND lahko izgubijo svojo prvotno strukturo. Spremembe 
v sekundarni in terciarni strukturi so odvisne od strukture proteina in lastnosti ND. Na 
koncu se spremembe v strukturi proteinov odražajo v izgubi njihove funkcije. In vitro 
raziskave kažejo, da se encim AChE absorbira na površino ND, ki zmanjšajo število α-
vijačnic in spremenijo sekundarno strukturo encima (Sopotnik in sod., 2015). 
ND ob vstopu v celico sprožijo oksidativni stres, saj povečajo količino ROS. Nastanek 
ROS poteka v mitohondrijih, ER, peroksisomih, lizosomih (Milković in sod., 2019). V 
normalnih pogojih mitohondriji v citosol sproščajo zmerne količine ROS, ki imajo vlogo 
signalnih molekul. Ob kopičenju ROS pa začnejo celice izgubljati svojo funkcijo (Song 
in sod., 2014). Količina ROS se lahko poveča v primeru odtapljanja ionov iz ND, saj kislo 
okolje v lizosomih sproži sproščanje ionov (Hsiao in sod., 2017). Zaradi povečane 
količine ROS pride do poškodbe dednega materiala in mutacij (Milković in sod., 2019), 
poškodbe lipidov, proteinov. Za razgradnjo večjih količin ROS poskrbijo encimi 
superoksid-dismutaza, katalaza in glutation peroksidaza (Thannickal in  Fanburg, 2000). 
2.5 CELICE SH-SY5Y 
So celice iz celične linije nevroblastoma in se pogosto uporabljajo pri in vitro študijah, ki 
zahtevajo nevronom podobne celice. Izvirajo iz kostnega tumorja in so bile subklonirane 
iz celične linije SK-N-SH. Za in vitro študije je pomembno upoštevati karakteristike teh 
celic. Viabilne celice v celični kulturi so pritrjene in plavajoče. Zaradi človeškega izvora 
celic, izražajo številne človeku specifične proteine. Imamo lahko diferencirane ali ne 
diferencirane celice in od raziskave je odvisno katere uporabimo. Diferencirana celična   
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linija SH-SY5Y ima funkcionalne sinapse, indukcijo encimov in živčne prenašalce 
(Kovalevich in Langford, 2013). Raziskave Sun in sodelavcev (2017) so pokazale, da so 
celice tretirane z etanolom koncentracij od 200 mM do 500 mM imele šestkrat večjo 
aktivnost encima AChE, kot tiste v kontrolni skupini. Celice so prenesle nižje 
koncentracije etanola (do 100 mM), medtem ko so pri višjih koncentracijah postale 
apoptotične (Sun in sod., 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 REAGENTI IN KEMIKALIJE 
Seznam reagentov in kemikalij, ki smo jih potrebovali za delo: 
• DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• L-glutamin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• FBS (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• PBS (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Milli-Q voda (ionski izmenjevalec Advantage A10 TOC Monitor) 
• Eserin (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Triton X-100 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• AChCl (acetiltioholinklorid) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• KH2PO4 (M=136,09 g/mol) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• K2HPO4 (M=174,18 g/mol) (Merck, Nemčija) 
• DTNB (5,5-ditiobis-2-nitrobenzoat; občutljiv na svetlobo; M=396,35 g/mol) (Sigma-
Aldrich, ZDA) 
• NaHCO3 (Merck, Nemčija) 
• BCA reagentna mešanica (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• BSA (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Nanodelci TiO2 oznake: E171-E, G9-5, G8-2, G10-4 in 67-CC (Raziskovalni 
partnerji) 
• Nanodelci SiO2 (Raziskovalni partnerji) 
• Nanodelci TiOx (Magneli Materials, LLC, ZDA) 
• Nanodelci ZnO (Sigma, Steinheim, Nemčija)  
13 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
Oprema in materiali, ko smo jih potrebovali za delo: 
• Mikrocentrifuga 1,5 mL in 2mL (Golias, Slovenija) 
• Steklenička Nunc EasYFlask za gojenje celic T25, T75 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) 
• Nastavki za pipet (10 mL, 1 mL, 200 µL, 10 µL) (Ratiolab, Nemčija) 
• Falkonke 15 mL in 50 mL (BrandTech Scientific, ZDA) 
• Mikrotitrske plošče s 96 in 6 odprtinami (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• Števna komora (Sigma-Aldrich, ZDA) 
• Strgalo 
• Aluminijasta folija 
• Steklene konice pipet 
• Led 
Naprave, ki smo jih potrebovali za delo: 
• Laminarij MC 12-1 (Iskra Pio, Slovenija) 
• Inkubator (Memmert, Nemčija) 
• Pipete (Eppendorf, Nemčija; Vitlab, Nemčija) 
• Merilnik absorbance Infinite F Nano+ 200 PR (TECAN, Švica)  
• Rotor (Agar Scientific, Združeno Kraljestvo) 
• Sonikator VCX 750 (PRO Scientific, Združeno Kraljestvo) 
• Vorteks Vibromix 114 (Domel, Slovenija) 
• Analitska tehnica ABT 100-5NM (Kern, Nemčija) 
• Centrifuga 3-30 KS (Sigma, Nemčija)   
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3.3 ELLMANOVA METODA ZA DOLOČANJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI  
Poskus smo izvedli po Ellmanovi metodi, opisani leta 1961. Ellmanova metoda se 
uporablja za določanje aktivnosti holinesteraze in spremljanje hidrolize umetnega 
substrata acetiltioholinklorida (AChCl) s holinesteraznimi encimi in vitro. V poskusih se 
acetiltioholin razgradi namesto ACh zaradi podobnega kinetičnega vedenja, zato metoda 
zagotavlja sprotno spremljanje hidrolize. Ellmanovo metodo lahko uporabljamo za 
določanje holinesterazne aktivnosti tkivnih ekstraktov, homogenatov in celičnih 
suspenzij (Komersova in sod., 2007). Metoda temelji na principu merjenja produkcije 
tioholina, ko je acetiltioholin hidroliziran. To dosežemo z reakcijo tioholina s 5,5-ditiobis-
2-nitrobenzoatom (Ellman in sod., 1961). Ko poteče reakcija se disulfidne vezi cepijo in 
dobimo 5-tio-2-nitrobenzoatni anion, ki je rumene barve (Komersova in sod., 2007) in 
količino barve izmerimo s spektrofotometrom pri valovni dolžini okoli 412 nm (Ellman 
in sod., 1961).  
Napake pri meritvah lahko nastanejo zaradi visoke absorbance hemoglobina pri 412 nm, 
zato so prvotno metodo večkrat prilagodili (Komersova in sod., 2007). 
3.4 PRIPRAVA REAGENTOV IN NANODELCEV 
Pred začetkom poskusa je bilo potrebno pripraviti reagente, ki smo jih kasneje potrebovali 
pri izvajanju meritev. Pripravili smo 100 mM kalij-fosfatni pufer (pH 8),  250 mM kalij-
fosfatni pufer (pH 7,4), Ellmanov reagent, založno raztopina substrata (1 M 
acetiltioholinklorid – AChCl). 
3.4.1 Kalij-fosfatni pufer 
Za pripravo 1 L 100 mM kalij-fosfatnega pufer (K-P pufra), smo v stekleno posodo 
natehtali 1,6 g KH2PO4 (M=136,09 g/mol) in 15,4 g K2HPO4 (M=174,18 g/mol). Nato 
smo dolili Milli-Q vodo (MQ vodo) do 1 L in premešali. Za umeritev pH na 8,0 smo 
dodajali NaOH. Pufer smo hranili v hladilniku. 
Za pripravo 250 mM K-P pufra je bilo potrebno posebej pripraviti bazo in kislino. Za 
pripravo baze smo natehtali 4,35 g K2HPO4 in do 100 mL dolili MQ vodo. Kislino smo 
zmešali tako, da smo natehtali 1,70 g KH2PO4 in do 100 mL dolili MQ vodo. V bazo smo 
počasi dodajali kislino, dokler nismo dobili pH 7,4. Prav tako smo tudi ta pufer hranili v 
hladilniku.  
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3.4.2 Ellmanov reagent 
Za pripravo 1 L reagenta smo v stekleno posodo natehtali 91 mg DTNB (5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoat; občutljiv na svetlobo; M=396,35 g/mol), 37,5 mg NaHCO3 in 100 mL 250 
mM K-P pufra (pH 7,4). Dolili smo MQ vodo do 1 L in dobro premešali. Shranili smo 
pri 4 ºC v temni steklenici. 
3.4.3 Založna raztopina substrata (1 M AChCl) 
Založno raztopino smo pripravili tako, da smo k 250 mg AChCl dodali 1,264 mL hladne  
destilirane vode (dH2O) in premešali. Nato smo si iz 1 M raztopine pripravili 100 mM 
raztopino tako, da smo zmešali 100 µL 1M AChCl z 900 µL 100 mM K-P pufra. Hranili 
smo v zmrzovalniku pri -20 ºC. Na dan izvedbe poskusa smo pripravili delovno raztopino 
10 mM AChCl v 100 mM K-P pufru (pH 8). 
3.4.4 Eserin 
Iz raztopine 5 mM AChE inhibitorja eserina, smo si pripravili 1 mL 100 µM založne 
koncentracije eserina za poskus. Zmešali smo 20 µL 5 mM eserina in 980 µL MQ vode. 
Raztopino smo nato hranili v hladilniku, na dan poskusa pa pripravili delovno 
koncentracijo 1µM eserina. 
3.4.5 Triton X-100 
Iz 100% raztopine detergenta Triton X-100 smo si pripravili 10 mL založne koncentracije 
10% Triton X-100. Zmešali smo 1 mL 100% Triton X-100 in 9 mL 100 mM K-P pufra. 
Na dan poskusa smo pripravili delovno raztopino 0,1% Triton X-100 iz 10% Triton X-
100 in 100 mM K-P pufra. 
3.4.6 Založna koncentracija nanodelcev 
Za poskus smo si izbrali 8 ND in pripravili založno koncentracijo 10 mg/mL. ND so bili 
v obliki praha, zato smo pri tehtanju uporabili zaščitno masko. V falkonke smo odtehtali 
med 100 - 150 mg ND in jih nato redčili v MQ vodi do končne koncentracije 10 mg/mL. 
V poskusu smo uporabili koncentracije ND 10 µg/mL, 20 µg/mL in 50 µg/mL. Testirali 
pa smo tudi razlike med ND s predhodno oblikovano korono in brez nje.  
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Tabela 1: Karakteristike nanodelcev. 
Nanodelci Velikost Opis Zeta potencial 
v vodi 
E171-E 100 nm Pigmentni, nepremazani z anatazno 
kristalno strukturo 
- 
G9-5 170 Pigmentni z rutilno kristalno 
strukturo, premazani z AlPO4 
- 
G8-2 20 nm ND z rutilno kristalno strukturo, 
premazani z SiO2 
- 
G10-4 15 nm ND z anatazno kristalno strukturo, 
premazani z volframom 
- 
67-CC 10 nm ND z anatazno kristalno strukturo - 
SiO2 30 nm - -31,5 mV 
ZnO 72 nm ±46 nm - -13 mV 
TiOx 192 nm ±148 nm V 70% prevladuje Ti4O7 -33 mV 
3.4.7 Goveji serumski albumin 
Uporabili smo goveji serumski albumin (BSA) podjetja Sigma-Aldrich, ki ima čistost več 
kot 97%. Pripravili smo založno koncentracijo 10 mg/mL, tako da smo zmešali 316 mg 
BSA in 31,6 mL MQ vode. Raztopino smo hranili v hladilniku. Na dan poskusa smo 
pripravili delovno koncentracijo 0,5 mg/mL.  
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3.5 GOJENJE CELIC 
Gojenje celic je potekalo v sterilnih in stalnih pogojih v celičnem inkubatorju pri 37 ºC 
ter 5% CO2. Celice smo opazovali s svetlobnim mikroskopom in ko so prerastle podlago 
smo jih presadili v novo gojišče. Presajanje celic je potekalo v sterilnih pogojih v 
laminariju. Z vakuumskim sesalnikom smo odstranili medij ter gojišče sprali s 15 mL 
fosfatnim pufrom s soljo (PBS). Nato smo PBS odsesali in dodali 1,5 mL tripsina-EDTA 
ter inkubirali 3 min na 37 ºC, da so se celice odlepile od podlage. Za ustavitev delovanja 
tripsina smo dodali 15 mL svežega medija ter suspenzijo prenesli v plastično 
centrifugirko. Suspenzijo smo centrifugirali 5 min na 1100 obratov/minuto (obr/min). Po 
centrifugi smo odstranili supernatant, dodali 20 mL svežega medija ter resuspendirali 
sediment. V novo gojišče smo prenesli 5 mL suspenzije s celicami in dodali 15 mL medija 
ter prenesli v celični inkubator. 
3.6 ŠTETJE CELIC 
Iz suspenzije celic smo odpipetirali 20 µL in jih prenesli na števno komoro. Pod 
svetlobnim mikroskopom smo nato prešteli celice v 8 kvadratih velikih 1 mm2.  Izračunali 
smo povprečje celic v suspenziji na mL. Koliko medija moremo dodati založni suspenziji 




 … (1) 
 
c1… povprečno število celic v založni suspenziji na mL 
v1… volumen suspenzije, ki jo moramo redčiti z medijem 
c2… končno število 30·104 c/mL 
v2… končni volumen suspenzije in medija, ki ga potrebujemo za nanos na gojišča 
Založno suspenzijo celic smo redčili s količino medija, ki smo jo izračunali v predhodni 
enačbi.  
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3.7 POTEK POSKUSA 
Poskus je potekal v treh zaporednih dneh, saj je bila potrebna vmesna inkubacija celic pri  
37 ºC in 5% CO2.  Izbrali smo si 3 različne koncentracije ND (10 µg/mL, 20 µg/mL, 50 
µg/mL) s katerimi smo tretirali celice. Primerjali pa smo tudi kakšne so razlike med ND 
brez in tistimi s predhodno oblikovano korono na delovanje AChE. 
Prvi dan smo celice iz gojišča presadili na mikrotitrske plošče s 6 odprtinami. Pripravili 
smo suspenzijo s 30·104 c/mL. Nato smo vzeli mikrotitrsko ploščo s 6 odprtinami in v 
vsako odprtino odpipetirali 2 mL suspenzije s 30·104 c/mL. Mikrotitrsko ploščo smo 
inkubirali 24 ur pri 37 ºC in 5% CO2. 
Drugi dan smo pripravili ND iz založne raztopine 10 mg/mL. ND SiO2 in ZnO je bilo 
potrebno najprej 15 minut sonicirati, nato smo jih vorteksirali. Titanove ND (TiOx, E171-
E, G9-5, G8-2, G10-4 in 67-CC) smo le vorteksirali, saj bi s sonikacijo prišlo do disperzije 
ND in bi povečali njihovo koncentracijo v suspenziji. V 2 mL eppendorfovih epruvetkah 
smo pripravili vzorce za testiranje ND brez in s predhodno oblikovano korono. 
Za poskus z ND brez predhodno oblikovane proteinske korone smo si pripravili: 
Za negativno kontrolo smo v eppendorfovo epruvetko odpipetirali 1400 µL MQ vode, za 
pripravo ND pa smo odpipetirali 700 µL MQ vode in dodali 700 µL 10 mg/mL ND.  
Eppendorfove epruvetke smo centrifugirali 15 minut na 21000 obr/min. Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant in dodali 2 mL stradalnega medija ter 
resuspendirali, da smo dobili koncentracijo ND 3500 µL/mL. Iz mikrotitrskih plošč, ki 
smo jih pripravili prejšnji dan smo odsesali medij. Celice smo tretirali s koncentracijami 
ND 10 µg/mL (6 µL suspenzije ND in 1994 µL stradalnega medija), 20 µg/mL (11 µL 
suspenzije ND in 1989 µL stradalnega medija) ter 50 µg/mL (29 µL suspenzije ND in 
1971 µL stradalnega medija). Nato smo plošče inkubirali do naslednjega dne na 37 ºC. 
Za poskus z ND s predhodno oblikovano proteinsko korono smo si pripravili: 
Za negativno kontrolo smo v eppendorfovo epruvetko odpipetirali 700 µL 0,5 mg/mL 
BSA in dodali 700 µL MQ vode, za pripravo ND pa smo odpipetirali 700 µL 0,5 mg/mL 
BSA in dodali 700 µL 10 mg/mL ND. 
Eppendorfove epruvetke smo na rotorju inkubirali 45 minut na hitrosti 7. Nato smo jih 
centrifugirali 15 minut na 21000 obr/min. 25 µL supernatanta smo odpipetirali v 
mikrotitrsko ploščo s 96 odprtinami in dodali 180 µL BCA reagenta ter inkubirali 30 
minut na 37 ºC. Ostali supernatant smo odstranili. Sedimentu smo dodali 2 mL 
stradalnega medija ter resuspendirali, da smo dobili koncentracijo ND 3500 µL/mL. Iz 
mikrotitrskih plošč, ki smo jih pripravili prejšnji dan smo odsesali medij.  
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Celice smo nato tretirali s koncentracijami ND 10 µg/mL (6 µL suspenzije ND in 1994 
µL stradalnega medija), 20 µg/mL (11 µL suspenzije ND in 1989 µL stradalnega medija) 
ter 50 µg/mL (29 µL suspenzije ND in 1971 µL stradalnega medija). Nato smo plošče 
inkubirali do naslednjega dne na 37 ºC.  
Po 30 minutni inkubaciji supernatanta z BCA reagentom smo izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 560 nm, da smo preverili ali je prišlo do vezave in koliko mg proteinov 
se je vezalo na mg ND. 
Tretji dan (Slika 3) smo pripravili 0,1% Triton X-100, 10 mM AChCl in 1 µL eserina. 
Nato smo iz mikrotitrskih plošč odsesali medij in celice tretirane z ND sprali s PBS. V 
vsako odprtino smo dodali 1 mL PBS in postrgali celice s strgalom. Celice s PBS smo 
prenesli v 2 mL eppendorfovih epruvetkah. Nato smo jih centrifugirali 10 minut na 4000 
obr/min. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant ter sedimentu dodali 300 µL 0,1% 
Triton X-100 in resuspendirali. Eppendorfove epruvetke smo ves čas hranili na ledu. 
Vzorec (celice in 0,1% Triton X-100) smo nato sonicirali 3 cikle pri 38% amplitudi in 
pulz 15 s prižgan, 10 s izklopljen. 
V mikrotitrsko ploščo s 96 odprtinami smo nato odpipetirali 100 µL vzorca  (celice in 
0,1% Triton X-100) v 2 paralelkah in vsakemu vzorcu dodali 100 µL Ellmanovega 
reagenta. V eno paralelko kontrole smo dodali 50 µL eserina. Absorbanco pri valovni 
dolžini 405 nm smo meri 20 minut in beležili spremembe vsako minuto, nato pa dodali 
20 µL 10mM AChCl in meri absorbanco nadaljnjih 20 minut. 
 
V drugo mikrotitrsko ploščo smo odpipetirali 20 µL vzorca v 2 paralelkah in vzorcem 
dodali 200 µL BCA reagenta. Ploščo smo inkubirali 30 minut na 37°C, nato pa izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 560nm.  
Slika 3: Shema poskusa merjenja aktivnosti acetilholinesteraze v celičnem homogenatu. 
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4 REZULTATI 
4.1 VPLIV NANODELCEV TiO2 (E171-E) NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V 
CELICAH 
Ob večanju koncentracije ND TiO2 oznake E171-E brez predhodno oblikovane korone se 
je aktivnost encima AChE v celicah zmanjšala. Pri ND brez predhodno oblikovane 
korone najnižje koncentracije (10 µg/ml) je bila aktivnost encima AChE 99 % (±17,6). Z 
višanjem koncentracije ND na 20 µg/ml je bila aktivnost zmanjšana na 83 % (±2,7) in pri 
najvišji koncentraciji 50 µg/ml je delovanje encima padlo na 49,8 % (±2,2). Aktivnost 
encima v celicah se je pri višjih koncentracijah ND s predhodno oblikovano proteinsko 
korono približala kontroli. V celicah se je pri najnižji koncentraciji ND aktivnost encima 
povečala na 150,5 % (±5,6). Pri najvišji koncentraciji ND (50 µg/ml) je bila aktivnost 
AChE 103,4 % (±5,8). Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno 
oblikovane korone na aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 4. 
 
Slika 4: Vpliv nanodelcev TiO2 (E171-E) brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono 
(PK) na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve 
ponovitvi meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost 
aktivnosti AChE v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana 
črta). Zvezdica prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo 
dodali nanodelcev TiO2 (* prikazuje p  0,05; *** prikazuje p  0,001; t-test). Zvezdica nad povezanima 
grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* prikazuje p  0,05; ** 
prikazuje p  0,01; t-test).  
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4.2 VPLIV NANODELCEV TiO2 (G9-5) NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V 
CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah se je ob višanju koncentracije ND TiO2 oznake G9-5 
ND brez predhodno oblikovane korone zmanjšala. Pri najnižji koncentraciji ND brez 
predhodno oblikovane korone (10 µg/ml) je bila aktivnost AChE v celicah 96 % (±1,4). 
Z višanjem koncentracije ND se je zmanjšala aktivnost encima ter pri najvišji 
koncentraciji 50 µg/ml padla na 80,9% (±19,3). V primeru ND s predhodno oblikovano 
proteinsko korono se je aktivnost AChE z nižanjem koncentracije ND v celicah 
zmanjševala in se približevala kontroli. Pri najnižji koncentraciji ND s predhodno 
oblikovano proteinsko korono (10 µg/ml) se je aktivnost encima AChE povečala na 153,6 
%  (±0,6). Aktivnost encima v celicah pri koncentraciji 50 µg/ml je bila 103,5% (±5,8). 
Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane korone na aktivnost 
encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 5.  
 
Slika 5: Vpliv nanodelcev TiO2 (G9-5) brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono 
(PK) na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve 
ponovitvi meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost 
aktivnosti AChE v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana 
črta). Zvezdica prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo 
dodali nanodelcev TiO2 (** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0,001; t-test). Zvezdica nad povezanima 
grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* prikazuje p  0,05; t-
test).  
22 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
4.3 VPLIV NANODELCEV TiO2 (G8-2) NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V 
CELICAH 
Aktivnost encima AChE ob izpostavitvi celic ND TiO2 oznake G8-2 brez predhodno 
oblikovane korone pri 10 µg/ml znaša 91,4 % (±16), pri 20 µg/ml pa 101 % (±3,8). Pri 
najvišji koncentraciji ND 50 µg/ml je aktivnost encima v celici 88,7 % (±13,8). Pri ND s 
predhodno oblikovano proteinsko korono se je aktivnost AChE pri najnižji koncentraciji 
10 µg/ml ND povečala na 137,2% (±16,3). Višanje koncentracije ND je zmanjšalo 
aktivnost encima na 92,3 % (±15) pri 20 µg/ml ND in 54,1 % (±4,7) pri 50 µg/ml ND. 
Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane korone na aktivnost 
encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 6.  
 
Slika 6: Vpliv nanodelcev TiO2 (G8-2) brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono 
(PK) na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve 
ponovitvi meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost 
aktivnosti AChE v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana 
črta). Zvezdica prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo 
dodali nanodelcev TiO2 (** prikazuje p  0,01; t-test). Zvezdica nad povezanima grafoma prikazuje 
statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* prikazuje p  0,05; t-test).  
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4.4 VPLIV NANODELCEV TiO2 (G10-4) NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V 
CELICAH 
Aktivnost encima AChE se je z višanjem koncentracije ND TiO2 oznake G10-4 v celicah 
zmanjšala. Pri ND brez predhodno oblikovane korone je najvišja vrednost aktivnosti 
encima 116,1 % (±4,5) pri koncentraciji 10 µg/ml ter se zniža do 93,5 % (±2,2) pri najvišji 
testirani koncentraciji (50 µg/ml). ND s predhodno oblikovano proteinsko korono so pri 
najnižji koncentraciji v celicah povečali aktivnost encima AChE na 172,7 % (±12,7), pri 
koncentraciji ND 20 µg/ml je aktivnost padla na 93,6 % (±9). Najmanjša aktivnost encima 
v celicah je 52,6 % (±2,7), kar smo izmerili pri koncentraciji ND 50 µg/ml. Rezultate 
vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane korone na aktivnost encima 
AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 7.  
 
Slika 7: Vpliv nanodelcev TiO2 (G10-4) brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono 
(PK) na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve 
ponovitvi meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost 
aktivnosti AChE v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana 
črta). Zvezdica prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo 
dodali nanodelcev TiO2 (* prikazuje p  0,05; ** prikazuje p  0,01; t-test). Zvezdica nad povezanima 
grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* prikazuje p  0,05; ** 
prikazuje p  0,01; t-test).  
24 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
4.5 VPLIV NANODELCEV TiO2 (67-CC) NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V 
CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah se z višanjem koncentracije ND brez predhodno 
oblikovane korone TiO2 oznake 67-CC zmanjšuje, medtem ko se z večanjem 
koncentracije ND s predhodno oblikovano proteinsko korono poveča tudi aktivnost 
encima. Pri ND brez predhodno oblikovane korone se je v celicah najbolj povečala 
aktivnost encima v vzorcu z 10 µg/ml ND in je znašala 136 % (±3,8). Najvišja 
koncentracija 50 µg/ml ND je aktivnost AChE zmanjšala na 49 % (±4,6). V primeru ND 
s predhodno oblikovano proteinsko korono je najbolj povečana aktivnost AChE pri 50 
µg/ml ND in znašala 314,9 % (±0,7). Pri 20 µg/ml ND je aktivnost 147,4 % (±10,2). 
Najnižja koncentracije ND 10 µg/ml je aktivnost encim zmanjšala in njegovo delovanje 
je bilo 17,7 % (±5,8). Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane 
korone na aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 8.  
 
Slika 8: Vpliv nanodelcev TiO2 (67-CC) brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono 
(PK) na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve 
ponovitvi meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost 
aktivnosti AChE v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana 
črta). Zvezdica prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo 
dodali nanodelcev TiO2 (* prikazuje p  0,05; ** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0,001; t-test). 
Zvezdica nad povezanima grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama 
(** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0, 001; t-test).  
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4.6 VPLIV NANODELCEV SiO2 NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y se je z višanjem koncentracije ND brez 
predhodno oblikovane korone SiO2 večala. Celice so imele največjo aktivnost encima v 
vzorcu s 50 µg/ml ND (114,6 % (±13,5)). Z nižanjem koncentracije ND se je manjšala 
tudi aktivnost encima, ki se je pri najnižji koncentraciji zmanjšala na 79,6 % (±18,9). Pri 
ND s predhodno oblikovano proteinsko korono pa je bil učinek na aktivnost AChE 
nasproten. Z višanjem koncentracije ND je bila aktivnost AChE zmanjšana. Do 
največjega zmanjšanja aktivnosti je prišlo pri 50 µg/ml ND, kjer se je bilo 55,2 % (±17) 
delovanje. Znižanje koncentracije ND na 10 µg/ml je aktivnost encima povečalo na 75,7 
% (±20). Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane korone na 
aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 9.  
 
Slika 9: Vpliv nanodelcev SiO2 brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono (PK) na 
aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve ponovitvi 
meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost aktivnosti AChE 
v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana črta). Rezultati 
t-testa so pokazali, da se nobeden od testnih vzorcev z nanodelci statistično ne razlikuje glede na kontrolo, 
v kateri ni bilo nanodelcev in ni statistično značilnih razlik med različnimi koncentracijami.  
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4.7 VPLIV NANODELCEV ZnO NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah se je z višanjem koncentracije ND ZnO večala. V 
primeru ND brez predhodno oblikovane korone je bila največja aktivnost encima pri 50 
µg/ml ND 143,1 % (±7,5). Z nižanjem koncentracije ND se je zmanjševala tudi aktivnost 
encima. Do zmanjšanja njegove aktivnost glede na kontrolo je prišlo pri 10 µg/ml ND na 
79,6 % (±18,9). Prav tako se je pri ND s predhodno oblikovano proteinsko korono z 
višanjem koncentracije ND je aktivnost AChE večala. Najvišjo aktivnost AChE v celicah 
smo zaznali pri 50 µg/ml ND in je znašala 398,7 % (±3). Pri koncentraciji 10 µg/ml ND 
je aktivnost AChE padla na 78,1 % (±13,1). Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez 
predhodno oblikovane korone na aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje 
Slika 10.  
 
Slika 10: Vpliv nanodelcev ZnO brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono (PK) na 
aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve ponovitvi 
meritev, vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost aktivnosti AChE 
v odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana črta). Zvezdica 
prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo dodali 
nanodelcev ZnO (* prikazuje p  0,05; ** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0,001; t-test). Zvezdica nad 
povezanima grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* prikazuje p 
 0,05; ** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0, 001; t-test).  
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4.8 VPLIV NANODELCEV TiOx NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah je bila ob izpostavitvi ND TiOx pri vseh tretmajih 
zmanjšana, v primerjavi s kontrolo. Aktivnost AChE v celicah pri izpostavitvi ND brez 
predhodno oblikovane korone  pri koncentraciji 50 µg/ml je bila 87,3 % (±13,4). Najbolj 
je bilo delovanje AChE zmanjšano pri koncentraciji 10 µg/ml ND, saj je bila aktivnost v 
celicah 59,2 % (±14,9). Pri ND s predhodno oblikovano proteinsko korono so celice imele 
največjo aktivnost encima pri vzorcih z najnižjo koncentracijo ND (10 µg/ml), ki je 
znašala 86,3 % (±9,3). Najbolj je bila aktivnost AChE zmanjšana v vzorcu s 50 µg/ml 
ND na 23,7 % (±6,3). Rezultate vpliva nanodelcev s korono in brez predhodno oblikovane 
korone na aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y prikazuje Slika 11.  
 
Slika 11: Vpliv nanodelcev TiOx brez predhodno oblikovane korone (BK) in s proteinsko korono (PK) na 
aktivnost encima AChE v celicah SH-SY5Y. Za vsako koncentracijo smo izvedli dve ponovitvi meritev, 
vsako z dvema paralelnima vzorcema. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost aktivnosti AChE v 
odstotkih (±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana črta). Zvezdica 
prikazuje statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo dodali 
nanodelcev TiOx (* prikazuje p  0,05; ** prikazuje p  0,01; *** prikazuje p  0, 001; t-test). Zvezdica 
nad povezanima grafoma prikazuje statistično značilno razliko med različnima koncentracijama (* 
prikazuje p  0,05; t-test).  
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4.9 VPLIV ESERINA NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
Aktivnost encima AChE v celicah se je ob dodatku inhibitorja AChE eserina zmanjšala. 
Aktivnost AChE v celicah je bila 42,8 % (±21,3). Rezultate vpliva eserina na aktivnost 














Slika 12: : Vpliv eserina na aktivnost encima acetilholinesteraze v celicah SH-SY5Y. Rezultati so 
povprečje šestih meritev. Rezultati prikazujejo povprečno vrednost aktivnosti AChE v odstotkih 
(±standardni odklon; SD) ter so normalizirani na proteine in kontrolo (črtkana črta). Zvezdica prikazuje 
statistično značilno razliko glede na kontrolne vzorce, pri katerih celicam nismo dodali eserina (*** 
prikazuje p  0, 001; t-test) 
29 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
5 RAZPRAVA 
Z raziskavo smo želeli ugotoviti kakšen je vpliv ND s proteinsko korono na aktivnost 
encima AChE v celicah SH-SY5Y. ND s predhodno oblikovano korono smo inkubirali v 
raztopini BSA in tako oblikovali proteinsko korono, medtem ko so ND brez predhodno 
oblikovane korone sami oblikovali korono ob stiku z medijem DMEM. Aktivnost encima 
AChE smo izmerili po Ellmanovi metodi. 
Celice z ND smo inkubirali v celičnem mediju brez FBS, v katerem so bile prisotne le 
aminokisline in vitamini. Postopek priprave ND je bil enak za ND s predhodno 
oblikovano korono in tiste brez predhodno oblikovane korone. Edina razlika med ND je 
bila, da so bili ND brez predhodno oblikovane korone pripravljeni brez BSA, ND s 
predhodno oblikovano korono pa smo v postopku priprave dodali BSA. Zaradi različne 
priprave ND je bila tudi korona, ki je nastala različna. 
5.1 VPLIV NANODELCEV TiO2 NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
SH-SY5Y 
Pri tretiranju celic s TiO2 ND oznake E171-E (Slika 4, str. 20) brez predhodno oblikovane 
korone pri najnižji koncentraciji ND ni bilo učinka na aktivnost AChE. Do zmanjšanja 
aktivnosti je prišlo šele pri koncentraciji 20 µg/ml ND. Najmanjša je bila aktivnost encima 
AChE pri najvišji koncentraciji ND. Pri TiO2 ND oznake E171-E s predhodno oblikovano 
proteinsko korono je prišlo pri najnižji koncentraciji do povečane aktivnosti encima, pri 
koncentraciji 20 µg/ml ND je bila aktivnost encima še vedno povečana ampak manj kot 
pri najnižji koncentraciji. Najvišja koncentracija ND ni imela vpliva na delovanje encima 
AChE. ND TiO2 oznake G9-5 (Slika 5, str. 21) brez predhodne korone so imeli nekoliko 
znižano aktivnost encima pri vseh koncentracijah ND. ND G9-5 s predhodno oblikovano 
proteinsko korono so pri nižjih koncentracijah (10 µg/ml, 20 µg/ml ND) povečali 
aktivnost encima, medtem ko je bila aktivnost encima pri najvišji koncentraciji le rahlo 
povečana. Celice tretirane z ND TiO2 oznake G8-2 (Slika 6, str. 22) brez predhodne 
korone so imeli nekoliko znižano aktivnost encima pri vseh koncentracijah ND. ND TiO2 
oznake G8-2 s predhodno oblikovano proteinsko korono so imele povečano aktivnost 
encima AChE pri najnižji koncentraciji ND, pri višji koncentraciji se je aktivnost encima 
nekoliko zmanjšala in bila najnižja pri koncentraciji 50 µg/ml. TiO2 ND oznake G10-4 
(Slika 7, str, 23) brez predhodno oblikovane korone so pri najnižji koncentraciji povečali 
aktivnost encima, najvišja koncentracija ND pa je povzročila zmanjšanje aktivnosti 
AChE. Podobne rezultate smo dobili tudi pri ND s predhodno oblikovano proteinsko 
korono, vendar je prišlo do večje povečane aktivnosti encima pri najnižji koncentraciji in 
večjega zmanjšanja aktivnosti pri najvišji koncentraciji.  
Ferraro in sodelavci (2020) ter Lojk in sodelavci (2020) so raziskali vpliv koncentracij 5-
100 µg/mL TiO2 ND na SH-SY5Y celice in ugotovili, da se z višanjem koncentracije ND 
poveča nastanek ROS in nastopijo spremembe v homeostazi  
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endoplazmatskega retikuluma (ER). Nastanek ROS lahko povzroči poškodbe proteinov, 
lipidov in DNA. Zaradi motenj v homeostazi ER pride do napačnega zvijanja proteinov 
in sprememb v njihovi sekundarni ter terciarni strukturi (Sopotnik in sod., 2015; Ferraro 
in sod., 2020). Ker je AChE iz β-plošč in α-vijačnic je možno, da je do manjše aktivnosti 
encima prišlo zaradi napak pri zvijanju proteinov. Garcimartín in sodelavci (2017) so 
testirali vpliv različnih koncentracij vodikovega peroksida, ki prav tako povzroči 
nastanek ROS v celicah. Ugotovili so, da je vpliv odvisen od koncentracije, manjše 
količine ROS so povzročile povečano aktivnost AChE, z večanjem količine ROS pa je 
prišlo do zmanjšanja aktivnosti encima. Milković in sodelavci (2019) navajajo, da ROS 
povzročijo mutacije ali poškodbe DNA, lahko da je pri nižjih koncentracijah ND prišlo 
do mutacije DNA, ki je povzročila povečano izražanje gena za nastanek encima, 
posledično smo izmerili večjo aktivnost zaradi večje količine encima. Tudi naši rezultati 
nakazujejo, da je vpliv na aktivnost encima AChE odvisen od koncentracije za večino 
ND, saj smo pri nižjih koncentracijah ND dobili povečano aktivnost encima, ki se je 
zmanjšala pri višjih koncentracijah ND. Vpliv TiO2 ND (G9-5, G8-2) brez predhodno 
oblikovane korone ni odvisen od koncentracije, saj pri primerjavi koncentracij nismo 
dobili statistično značilnih razlik. 
Sopotnik in sodelavci (2015) so raziskali vezavo BSA na ogljikove ND ter testirali 
aktivnost AChE. Ugotovili so, da dva ogljikova ND vežeta AChE in spremenita 
sekundarno strukturo encima. ND s predhodno oblikovano korono iz BSA so imeli manjši 
vpliv na delovanje encima, saj se je manj encima absorbiralo na površino ND. Kot še 
navajajo Sopotnik in sodelavci (2015) je vzrok v izgubi funkcije encima sprememba 
sekundarne zgradbe, ki se zgodi ob absorpciji proteinov na površino ND. ND TiO2 brez 
predhodne korone, ki smo jih testirali so zmanjšali delovanje encima, medtem ko je do 
zmanjšanja delovanja pri ND s predhodno korono prišlo le pri najvišjih koncentracijah. 
ND brez predhodne korone so verjetno vezali encim in spremenili njegovo strukturo ter 
tako zmanjšali njegovo aktivnost. Študija Runa in sodelavcev (2017) s celicami HeLa 
prikazuje razlike v delovanju ND s predhodno oblikovano korono in brez nje. ND brez 
predhodno oblikovane korone so imeli več ROS in posledično več poškodb lipidov, kot 
ND s predhodno oblikovano korono (Runa in sod., 2017). Naši rezultati so podobni, saj 
nakazujejo na manjši učinek na aktivnost encima AChE pri ND s predhodno oblikovano 
korono. Lojk in sodelavci (2020) so ugotovili, da pri nižjih koncentracijah ND nastaja 
manj ROS in manjše količine ROS povečajo aktivnost encima, medtem ko večje količine 
aktivnost encima zmanjšajo (Garcimartín in sod., 2017), kar je skladno z našimi rezultati.  
Tudi pri ND TiO2 oznake 67-CC (Slika 8, str. 24) brez predhodno oblikovane korone je 
pri najnižji koncentraciji prišlo do povečane aktivnosti encima AChE. Aktivnost encima 
je bila povečana tudi pri koncentraciji 20 µg/ml ND, vendar manj kot pri najnižji 
koncentraciji. Tretiranje s koncentracijo 50 µg/ml ND je povzročilo zmanjšanje aktivnosti 
enicma. TiO2 ND oznake 67-CC s proteinsko korono so pri najnižji koncentraciji močno  
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zmanjšali aktivnost encima, pri višjih koncentracijah ND pa je prišlo do povečane 
aktivnosti encima AChE.  
Rezultati ND brez predhodno oblikovane korone so skladni z ugotovitvami Ferrara in 
sodelavcev (2020), ki so ugotovili, da se z višanjem koncentracije TiO2 ND poveča 
količina ROS. Manjše količine ROS povzročijo povečano aktivnost encima AChE, 
medtem ko pri večji količini ROS pride do zmanjšane aktivnosti encima, kar so ugotovili 
Garcimartína in sodelavci (2017) v študiji o vplivu vodikovega peroksida na aktivnost 
encima AChE. Tako pri ND brez predhodno oblikovane korone, kot pri ND s predhodno 
oblikovano korono je bil vpliv na aktivnost encima odvisen od koncentracije. 
Rezultati za ND TiO2 oznako 67-CC s proteinsko korono odstopajo od rezultatov drugih 
ND TiO2. Kot navajajo Brandão in sodelavci (2020) je privzem ND TiO2 odvisen od 
korone, ki lahko spremeni velikost, naboj in aglomeracijo ND. Tudi v našem primeru je 
možno, da je zaradi proteinske korone prišlo do drugačnega obnašanja ND pri testiranih 
koncentracijah in se rezultati razlikujejo glede na predhodne raziskave. Prav tako je 
možno, da je proteinska korona povečala privzem ND, kot so Zhao in sodelavci (2011) 
odkrili v primeru Ag ND s proteinsko korono iz BSA, ki je povečala privzem ND v celico 
z receptorsko endocitozo. 
5.2 VPLIV NANODELCEV SiO2 NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
SH-SY5Y 
ND SiO2 (Slika 9, str. 25) brez predhodno oblikovane korone so pri najnižji koncentraciji 
zmanjšali aktivnost encima, višje koncentracije ND pa so aktivnost AChE povečale. V 
enaki meri kot pri najnižji koncentraciji ND brez predhodno oblikovane korone je do 
zmanjšane aktivnosti prišlo pri ND s predhodno oblikovano korono, z višanjem 
koncentracije ND pa je prišlo do zmanjševanja aktivnosti encima in ne do povečanja 
aktivnosti, kot pri ND brez predhodno oblikovane korone. 
Albanese in Chan (2011) sta opisala, da je agregacija neizbežen proces pri vseh ND ter 
vpliva na privzem in interakcije med celicami in ND. Raziskave so opravili z Au ND na 
treh različnih celičnih linijah in ugotovili, da so odzivi celic na agregate zelo različni. 
Agregati Au ND so zmanjšali privzem ND z endocitiozo v celicah HeLa in A549, medtem 
ko so v celice MDA-MB-435 lahko vstopili in se skladiščili v veziklih. Tudi Moore in 
sodelavci (2015) so primerjali različne ND in ugotovili, da ND v mediju brez proteinov 
hitreje tvorijo agregate, kot ND v mediju ob prisotnosti BSA. Možno je, da so tudi naši 
ND tvorili agregate, posledično se je pri višjih koncentracijah tvorilo več agregatov, tako 
da celice niso mogle privzemati ND in učinki na aktivnost encima pri vseh koncentracijah 
podobni. 
Nel in sodelavci (2009) so ugotovili, da je ob izpostavitvi lizocima SiO2 ND povzročilo 
odvijanje α-vijačnice ter tako motilo katalitično aktivnost encima. Tudi AChE je 
sestavljena iz α-vijačnic in ob izpostavitvi ND je odvijanje α-vijačnice lahko privedlo do  
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manjše aktivnosti encima. Lesniak in sodelavci (2012) ter Docter in sodelavci (2014) so 
v svojih raziskavah poročali, da je privzem SiO2 ND večji, ko nimajo predhodno 
oblikovane korone. Prav tako so v obeh raziskavah poročali, da preživetje celic A549 in 
Caco-2 manjše ob izpostavitvi ND brez predhodno oblikovane korone. Na podlagi teh 
raziskav bi pričakovali, da je tudi vpliv na aktivnost encima večji pri ND brez predhodno 
oblikovane korone, ampak naši rezultati kažejo na večji vpliv ND s predhodno 
oblikovano korono. Lesniak sodelavci (2012) so opazili tudi skupke ND v celicah, skupki 
ND so bili pogosteje opaženi v celicah izpostavljenih ND brez predhodno oblikovane 
proteinske. Možno je, da je do nastanka skupkov prišlo tudi v naši raziskavi in so zato 
imeli ND s proteinsko korono večji vpliv na aktivnost encima, kot ND brez predhodno 
oblikovane korone. 
5.3 VPLIV NANODELCEV ZnO NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
SH-SY5Y 
Celice tretirane z ND ZnO (Slika 10, str. 26) brez predhodno oblikovane korone so imele 
pri najnižji koncentraciji ND zmanjšano aktivnost delovanja encima AChE, koncentraciji 
20 µg/ml in 50 µg/ml pa sta povečali aktivnost encima. Do najvišje aktivnosti AChE je 
prišlo pri najvišji koncentraciji ND. Tretiranje z ND ZnO s proteinsko korono je pri 
najnižji koncentraciji ND zmanjšalo aktivnost encima. Koncentraciji 20 µg/ml in 50 
µg/ml ND sta povečali aktivnost encima.  
Kot poročajo Sun in sodelavci (2017) ter Price in sodelavci (2020) je povečana aktivnost 
encima AChE lahko povezana z večjo koncentracijo ROS in kasnejšo apoptozo celic. Sun 
in sodelavci (2017) so testirali vpliv etanola na celice SH-SY5Y in ugotovili da je bila pri 
višjih koncentracijah etanola apoptoza pogostejša, prav tako pa so pri višjih 
koncentracijah etanola izmerili tudi do šest krat povečano aktivnost AChE. Tudi naši 
rezultati kažejo povečano aktivnost encima pri najvišji koncentraciji ND. Kvarni učinki 
ZnO ND nastopijo zaradi velike količine ROS, ki so posledica porušene homeostaze v 
celici (Kim in sod., 2015). ND se privzemajo z endocitozo ter se v kislem okolju začnejo 
raztapljati. V citosol se sproščajo prosti Zn2+ ioni ter povzročijo oksidativni stres in vnetje 
(Saptarshi in sod., 2015). Iz naših rezultatov je razvidno, da višja kot je koncentracija ND 
večja so bila odstopanja aktivnosti encima AChE glede na kontrolo. Tako pri ND brez 
predhodno oblikovane korone, kot pri ND s predhodno oblikovano korono, je bil vpliv 
odvisen od koncentracije. 
Zaradi topnosti ZnO ND se v celici poveča koncentracija prostih Zn2+ ionov. Zmanjšana 
je aktivnost Zn2+ odvisnih encimov in transkripcijskih faktorjev, kar vpliva na nastanek 
ROS, poškodb membrane in mitohondrijev (Vandebriel in De Jong, 2012). Liang in 
sodelavci (2018) so preučevali vpliv ZnO ND inkubiranih v BSA na THP-1 celice in 
ugotovili, da je količina ROS nekoliko manjša pri ND s proteinsko korono, prav tako je 
v celici manjša koncentracija prostih Zn2+ ionov. Z raziskavo so ugotovili, da pride v 
celicah do večjih razlik v stresu ER in apoptoze. ND s proteinsko korono so imeli  
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minimalen vpliv na stres ER in bistveno manj je bilo apoptoze. Lesniak sodelavci (2012) 
so opazili tudi skupke ND v celicah, skupki ND so bili pogosteje opaženi v celicah 
izpostavljenih ND brez predhodno oblikovane proteinske korone. Naši rezultati se ne 
skladajo s predhodnimi raziskavami, kar bi lahko pripisali agregaciji ND brez predhodne 
korone in posledični manjšemu privzemu ND v celico. 
5.4 VPLIV NANODELCEV TiOx NA AKTIVNOST ENCIMA AChE V CELICAH 
SH-SY5Y 
Aktivnost encima je bila pri TiOx ND (Slika 11, str. 27) brez predhodno oblikovane 
korone najmanjša pri najnižji koncentraciji ND. Višji koncentraciji ND sta aktivnost 
encima zmanjšali, vendar manj kot najnižja koncentracija. ND s predhodno oblikovano 
korono so prav tako zmanjšali aktivnost encima AChE pri vseh koncentracijah, vendar je 
bila najnižja aktivnost encima zaznana pri najvišji koncentraciji ND.   
Naši rezultati so pokazali, da je aktivnost encima odvisna od koncentracije, kar se sklada 
z rezultati citotoksičnosti študije Kononenko in Drobne (2019). V študiji na celicah A549 
sta opisala, da je citotoksičnost odvisna od koncentracije, do tega pa je prišlo zaradi 
povečane koncentracije znotrajceličnega Ca2+. Privzem z endocitozo je lahko odvisen od 
znotrajceličnega Ca2+, ob inhibiciji privzema Ca2+ ionov je prišlo do manjšega privzema 
Ag ND (Hsiao in sod., 2017). Vpliv TiOx ND brez predhodno oblikovane korone ni 
odvisen od koncentracije, saj pri primerjavi koncentracij nismo dobili statistično 
značilnih razlik, vzrok pa bi lahko bil v agregaciji ND in manjšem privzemu (Lesniak in 
sod., 2012).  
Ob izpostavitvi celic TiOx ND se poveča koncentracija Ca2+ v celici (Kononenko in 
Drobne, 2019), ki more biti skrbno nadzorovana saj vpliva na sekrecijo, izražanje genov, 
metabolizem in povišana koncentracija lahko povzroči tudi poškodbe celice (Bagur in 
Hajnoczky, 2017). Naši rezultati nakazujejo, da imajo večji vpliv na aktivnost encima ND 
s predhodno oblikovano proteinsko korono, ki so bolj zmanjšali aktivnost encima, kot 
ND brez predhodno oblikovane korone. Lahko, da je korona iz BSA vplivala na povečan 
privzem ND, kot so ugotovili že Zhao in sodelavci (2011) na primeru Ag ND.  
34 
Javornik T. Vpliv izbranih nanomaterialov na aktivnost acetilholinesteraze AChE v celični kulturi.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
6 SKLEPI  
S poskusi o vplivu ND na aktivnost AChE v celični kulturi smo ugotovili naslednje: 
 
• HIPOTEZA 1: Izbrani nanomateriali imajo vpliv na aktivnost acetilholinesteraze v 
izpostavljenih celicah in vitro in ta vpliv je odvisen od koncentracije nanomaterialov. 
Vpliv na aktivnost encima AChE je bil odvisen od koncentracije za večino nanodelcev 
s predhodno oblikovano korono, medtem ko je bil vpliv na aktivnost encima odvisen 
od koncentracije le pri polovici izbranih ND brez predhodno oblikovane korone. Za 
nanodelce brez predhodno oblikovane korone TiO2 (oznake E171-E, G10-4, 67-CC) 
in ZnO lahko hipotezo potrdimo, medtem ko hipoteze za nanodelce TiO2 (oznake G9-
5, G8-2), SiO2 in TiOx ne moremo potrditi. Hipotezo potrdimo za nanodelce s 
predhodno oblikovano proteinsko korono TiO2 (oznake E171-E, G9-5, G8-2, G10-4, 
67-CC), ZnO in TiOx , medtem ko hipoteze za nanodelce s predhodno oblikovano 
korono SiO2 ne moremo potrditi. 
 
• HIPOTEZA 2: Vpliv izbranih nanomaterialiov na aktivnost acetilholinesteraze v 
izpostavljenih celicah je odvisen od tipa proteinske korone nanomaterialov. 
Nanodelci, ki smo jim predhodno ustvarili korono z BSA, so imeli drugačen vpliv na 
aktivnost encima, kot nanodelci, ki so korono ustvarili ob stiku z medijem. Večina 
TiO2 ND s predhodno oblikovano korono je pri nižji koncentraciji nanodelcev 
povečala aktivnost encima, višje koncentracije nanodelcev pa so njegovo aktivnost 
zmanjšale. TiO2 ND brez predhodno oblikovane korone so v večini pri vse 
koncentracijah nanodelcev zmanjšali njegovo aktivnost. ND SiO2 in ZnO  brez 
predhodno oblikovane korone so pri najnižji koncentraciji nanodelcev aktivnost 
AChE zmanjšali, do povečane aktivnosti pa je prišlo pri višjih koncentracijah 
nanodelcev. SiO2 s predhodno oblikovano korono so pri vseh koncentracijah 
nanodelcev zmanjšali aktivnost encima, ZnO ND s predhodno oblikovano korono pa 
so imeli še bolj povečano aktivnost, kot ZnO brez predhodne korone . TiOx ND so 
zmanjšali aktivnost encima AChE, do večjega zmanjšanja aktivnosti pa je prišlo pri 
nanodelcih s predhodno oblikovano korono. Hipotezo lahko potrdimo, saj je pri vseh 
testiranih nanodelcih prišlo do razlik v aktivnosti encima. Največje razlike v 
aktivnosti encima so nastale pri nanodelcih TiO2 oznake 67-CC, SiO2, ZnO in TiOx, 
medtem ko so imeli ostali nanodelci TiO2 z različno korono minimalne razlike v 
učinku na aktivnost encima AChE.  
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7 POVZETEK 
NM so sestavljeni iz snovi z različno velikostjo, obliko in sestavo. Po priporočilih iz leta 
2011 NM lahko nastanejo kot produkt industrijskih procesov, naravnih procesov ali jih 
izdela človek ter vsebujejo nepovezane delce, agregate ali aglomerate. Prav tako mora 
imeti 50 % ali več delcev v vzorcu eno ali več dimenzij v velikosti 1-100 nm, da delce 
opredelimo kot nanodelce (Miernicki in sod., 2019).  
Ob stiku NM z biološkim medijem, se ta v trenutku obda z biomolekulsko korono 
(Sopotnik in sod., 2015). Korona je sestavljena iz proteinov, lipidov, nukleinskih kislin 
in polisaharidov (Yun in sod., 2019). Zaradi adsorpcija biomolekul pride do sprememb 
fizikalno-kemijskih lastnosti NM, kot so velikost, površinski naboj (Nguyen in Lee, 
2017). Vezava proteinov na NM je odvisna od oblike, velikosti, naboja in koncentracije 
proteinov. Proteini so specifični glede na biološki medij v katerem se nahajajo (Sopotnik 
in sod., 2015). Z vezavo proteinov na NM pogosto pride do sprememb sekundarnih in 
terciarnih struktur proteinov (Rahman in sod., 2013). 
Acetilholinesteraza je serinska proteinaza (Čolović in sod., 2013). Poznamo tri izoformne 
oblike encima AChE-T, AChE-H in AChE-R (Grisaru in sod., 1999). Vse oblike encima 
imajo katalitično aktivnost, razlikujejo se le po C-koncih (Pickett, 2016). Najbolj 
preučena vloge AChE v celici je hidroliza nevrotransmiterja ACh v holinergičnih 
sinapsah (Čolović in sod., 2013). AChE ima tudi neencimsko vlogo, vsaj delno vpliva na 
celično diferenciacijo, prerazporeditev citoskeleta, celične premike, pritrditev celic 
(Pickett, 2016) in celično signalizacijo (Wessler in Kirkpatrick, 2008). 
Glavni namen magistrske naloge je bil preveriti kakšen vpliv ima tip korone izbranih NM 
na aktivnost encima AChE v izpostavljenih celicah SH-SY5Y v celični kulturi. Aktivnost 
encima AChE smo izmerili z Ellmanovo metodo, ki temelji na principu meritev 
tiolholina, ko je acetiltioholin hidroliziran. S spektrofotometrom pri 405 nm smo izmerili 
količino rumenega produkta, ki nastane pri reakciji. ND smo pripravili enako, razlika je 
bila le v inkubaciji ND s predhodno oblikovano korono v BSA. 
Celice smo tretirali z osmimi različnimi ND. Poskus smo izvedli v treh zaporednih dneh, 
pri čemer smo prvi dan prešteli in celice presadili na mikrotitrske plošče, ki smo jih 
inkubirali 24 ur. Nato smo drugi dan pripravili koncentracije ND 10 µg/mL,  20 µg/mL 
in 50 µg/mL. ND s predhodno oblikovano proteinsko korono smo inkubirali v BSA in 
tako dobili proteinsko korono na njihovi površini. Nato smo z ND tretirali celice, ki smo 
jih ponovno inkubirali 24 ur. Zadnji dan smo celice lizirali in izvedli meritve aktivnosti 
AChE po Ellmanovi metodi.  
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Ugotovili smo, da je vpliv na aktivnost encima AChE od koncentracije odvisen pri ND 
brez predhodno oblikovane korone TiO2 (oznake E171-E, G10-4, 67-CC) in ZnO ter ND 
s predhodno oblikovano proteinsko korono TiO2 (oznake E171-E, G9-5, G8-2, G10-4,67-
CC), ZnO in TiOx. Prav tako na aktivnost encima AChE vpliva tip korone. Korona je pri 
bila pri predhodno oblikovanih ND iz BSA, ND brez predhodno oblikovane korone pa so 
jo oblikovali ob stiku z medijem v katerem so bile predvsem aminokisline in vitamini. Za 
vse ND smo ugotovili, da se je vpliv na aktivnost AChE glede na tip korone razlikoval.  
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Izračun aktivnosti AChE v celicah pri koncentraciji nanodelcev s predhodno oblikovano 
korono 50 µg/ml – (%) 
Nanodelci 1 2 povprečje SD 
E171-E 107,5418 
 
99,3620 
 
103,4519 
 
5,7840 
 
G9-5 117,6041 
 
102,3149 
 
109,9595 
 
10,8111 
 
G8-2 57,4967 
 
50,7987 
 
54,1477 
 
4,7362 
 
G10-4 50,7180 
 
54,4797 
 
52,5988 
 
2,6599 
 
67-CC 315,3863 
 
314,3805 
 
314,8834 
 
0,7112 
 
SiO2 43,1475 
 
67,2161 
 
55,1818 
 
17,0191 
 
ZnO 400,8704 
 
396,6015 
 
398,7360 
 
3,0185 
 
TiOx 19,2940 
 
28,1840 
 
23,7390 
 
6,2862 
 
 
